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Abstract of DE4244415 

Prepn. for cosmetic, pharmaceutical and biotechnology use containing the amino acid sequence Gly- 
His-Lys and/or Gly-Asp-Ser as tripeptides and or partial peptide sequence in concns. of 10 power (-12) 
to 10 power (-2) mol/l.The prepn. may be obtd. after a mild hydrolysis of, e.g, collagen, gelatine, 
elastin, keratin or connective tissue in 0.5-6.ON-HCI, 0.1 h up to 7 days at temps, between 20 deg. C to 
121 deg. C and contain peptides and amino acids in concns. of 10 power (-12) to 1 mol/l. Pref., the 
prepn. also contains agents occurring in the skin and the connective tissues which enhance its effects, 
e.g, saccharides, polysaccharides, fibronectin, cytokines in concns. of 10 power (-12) to 2 mol/l. 
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@ Peptid-Praparate und Verfahren zu deren Herstellung 

(§7) Die Erfindung betrifft Peptid-Praparate und Verfahren zu 
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von Bindegewebe, Kollagen. Elastin und Keratin, die Tripep- 
tide Oder Peptidsequenzen Gly-His-Lys und/oder Glv-Asp- 
Ser enthalten. 



< 

u> 

in 
Q 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

BUNDESDRUCKEREI OS. 94 408 028/372 15/50 



04/05/03 13:30:16 Page: 1 



( L>E 42 44 415 Al ( 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Peptid-Praparate und Verfahren zu dessen HemeUung. . . . 

Bei derSuche nach wirksamen Inhaltsstoffen aus tierischen Geweben fur die Anwendung in der Medizin^ 
BiotecSolo^e und Kosmetik, wurden in den vergangen Jahrzehnten eine groBe Zahl von Subs^nzen und 
SubstanzgeiSischen extrahiert. vollstandig oder partiell charaktensiert und erfolgreich f fngewandt Steu^re. 
tend seien nur einige wenige Substanzen erwahnt, wie: Epidermal Growth Factor, Kollagen TypI ^dTyplU 
u!id HySuronsaurJ T(British Medical Bulletin, voL45, no. 2, 1989, Growth Factors', ed NLD^aterfield, Churchill 

Edinburgh, 1982; Methods in Enzymoiogy, vol 82, 1982, "Structural and Contractile JProteins, Part A , eds. LW. 
Cunningham and D.W. Frederiksen, voL 144, 1987, "Structural and Contractile Proteins, Part D , ed. L.W. 

Cl ^^ 8 deTbi^he?g^ sehr komplexe Molekule wie Proteine, Polypeptide oder Muco- 

polysaccharide, die aus kleinen Bausteinen von den GewebezeUen synthetisiert werden. Das Ziel banger 
Bemflhungen war im wesentlichen die Extraktion, mit eventueU anschlieBender chemisch-physikalischer Modifi- 
kationdieserkompIexenMolekule,umsiedannsmnvollanzuwenden. m 

Durch enzymatischen oder chemisch-physikalischen Abbau verlieren diese Makromolekflle jedoch m der 
Regel ihre Wirkung oder erfahren WirkungseinbuBen oder Wirkungsverschiebungen. Wenn zum Beispiel Kolla- 
gen zu Gelatine abgebaut wird, verringert sich das fflr die Kosmetik wichtige Wasserbindeverm6gen (ParfOme- 
rie und Kosmetik 65 (7\ 1984, 391-401, Alexander Berg: "Einsatz von Proteinen in der Kosmetik; RAK - 
Riechstoffe, Aromen, Kosmetica (7), 1977, R. Riemschneider, W.H. CMk: "Ober das J^^erbmdevem^ 
ifislicher Kollagene B l Beim weiteren Abbau von Gelatine zu Gelatinehydrolysat werden Peptide mit emem 
Molekulargewicht von 500 bis 30 000 Dalton freigesetzt, die im Vergieich zur Gelatine em besseres Aufzienver- 
m6gen fur Haare besitzen und daher im Bereich der Haarpflege groBe Bedeutung erlangt haben. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Entdeckung, daB die unter definierten Bedmgungen gewonne- 
nen Partialhydrolysate, die daraus isolierten Peptide und die Mischungen von Aminosauren und Peptiden. deren 
Aminosfiuresequenzen mit den Teilabschnitten der Protem-Aminosfiuresequenz ubereinstimmen. neue Wir- 
kungseigenschaften besitzen, die Ober die Wirkung der mtakten Protein deutUch hinausgehen. 

Als Beispiel wird kurz auf Kollagen Typ I hingewiesen. KoUagene, von denen mindestens 13 unterschiedliche 
Typen isoliert und charakterisiert wurden, dienen vorwiegend als Strukturproteine im Bindegewebe mulUzellu- 
Iftrer Organismen. Spezifische Zellen, wie zum Beispiel Fibroblasten in der Dermis, synthetisieren die nadelfSr- 
migen ProteinmolekQle, die aus drei miteinander verdriUten, kabeiahnlichen Polypeptiden zusammengesetzt 
sind Bei Kollagen Typ I besitzen zwei der drei Polypeptide identische Aminosauresequenzen und werden 
alpha-l(I) Polypeptide bezeichnet (Fig. 4), wfihrend das dritte Polypeptid, alpha-2(I), eine andere Aminosaurese- 
35 quenz hat (Kg. 5). Jedes Polypeptid enthfilt etwa 1000 Aminosauren. Das gesamte Protein hat eine Lange von ca. 
0,3 um und einen Durchmesser von ca. 0,0015 um. 

Wegen der filrnbildenden Eigenschaften und des groBen Wasserauf nahmevermdgens wird Kollagen in bedeu- 
tenden Mengen in der Kosmetik eingesetzt. Die kosmetische Wirkung von Kollagen war bisher im wesentlichen 
auf diese Eigenschaften beschrankt, bedingt sowohl durch die chemische Struktur des Kollagens als auch durch 
40 die MoiekulgrdBe, die ein Eindringen in die Haut verhindert 

Wenn dagegen ein Partialhydrolysat von Kollagen unter genau definierten Bedingungen hergestellt wird 
(siehe Herstellung Praparat A), oder ein Gemisch aus Aminosauren und Peptiden zubereitet wird (Herstellung 
Praparat B), dessen Aminosaurezusammensetzung der KoUagen-Aminosaurenanaryse annahernd entspricht, 
und dessen Peptide Aminosauresequenzen haben, die mit bestimmten KoUagen-Aminosauresequenzen exakt 
45 Qbereinstimmen (Fig. 4 und 5), so weisen diese Praparate neue, positive Wirkungen und Eigenschaften auf. 

Diese Wirkungen sind zum Teil in Tabelle 1 zusammengefaBt Die wirksamen Praparate werden darin 
Praparat B und GHL-Peptid (GHL-GIycyl Histidyl-Lysin - Tripeptidfraktion A) genannt und sie werden mit 
den Eigenschaften des nativen Kollagens verglichea 
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Tabelle 1 

Wirkungsvergleich zwischen nativem Kollagen Praparat B und dem GHL-Peptid 

Wirkung/Eigenschaften Kollagen PVaparat B " GHL-Peptid 

FeuchtigkeitsrGckhalte- 

vermogen ++ + P 

Zellatmungsaktlvierend ++ P 

(Stimulierung des 

Zellstoffwechsels) 

Puff erkapazi tat + ++ - : ' P 
Stimulierung der Kollagen- 

synthese bei Fibroblasten - ++ ++ P 

Forderung der Wundheilung + + + P 

Radikalfangerwlrkung - ++ + P 

Superoxid-Dismutase-Wirkung ++ ++ P 

Immunstimulierende Wirkung + + P 

Penetrationsvermogen (Epidermis) + + P 
Gefahr durch Kontami nation 

mit Saugetierviren ++ N 

Denaturierung bei 30-37 °C ++ - N 

P « Positive Eigenschaft 
N - Negative Eigenschaft 

Diese Partialhydrolysate, isolierten Peptide und Praparate aus Aminos&uren und Peptiden sind von besonde- 
rer Bedeutung 
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1. fur die Biotechnologie- als Zusatz fur Zellkultur-Nahrlosungen fur serumarme oder definierte, serumfreie 
Zellkultur-Nahrmedien (Applikationsbeispiel 1), 

2. fur die Medizin, als wundheilungsfarderndes Mittel (Applikationsbeispiel 2), zur Immunstimulation, und 
Wirkstoff zur ErhShung der kdrpereigenen Erythropoetinbildung, und 

3. fur die Kosmetik, zur Pflege der Haut, als Anti-Aging-Faktor und Radikalfangerkomptex (Applikations- so 
beispie!e3— 5). 

Grundsatzliche Methodender Herstellung 

1 . Synthe tische Herstellung. Die Komponenten der Rezeptur (Tabellen 2—14: Rezep turf raktionen) werden 55 
in geeigneter Weise vorgelOst und gemischt Einzelne Komponenten der Rezeptur, wie z. B. die Tripeptid- 
fraktionen A und Tripeptidfraktion B, werden nach der Partialhydroiyse (Grundsatzliche Methoden der 
Herstellung 3—5) mit Hilfe chromatographischer Methoden gereinigt, isoliert, konzentriert und anschlie- 
Bend dem Praparat zugegeben. 

Z Halbsynthetische Herstellung. Komponenten der Rezeptur werden mit gentechnologisch gewonnenen 60 
Substanzen und/oder mit Partialhydrolysaten (siehe Grundsatzliche Methoden der Herstellung 3—5) ge- 
mischt 

3. Partialhydrolysat mit verdQnnter Salzsaure. Tierhaut oder Herlunge, Kollagen, Gelatine oder Elastin 
werden, wie in Anspruch 2 beschrieben, hydrolysiert, anschlieBend filtriert, neutralisiert und mit Hilfe, zum 
Beispiel, der Umkehrosmose entsalzt. Gegebenenf alls erfolgt eine Behandlung mit 1 n-NaOH, eine Stunde 65 
bei Zimmertemperatur, mit anschiieBender Neutralisation und erneuter Entsalzung. 

4. Enzymau'sches Partialhydrolysat mit Kollagenase aus Clostridium histolyticum. Dieses Enzym spaltet die 
sich wiederholende Gly-X-Y-Gly-X-Y-Gly-X-Y-Gly- Aminosauresequenz des Kollagens zwischen dem Y 
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und Glycin (X. Y stehen fOr unterschiedliche Aminosauren in der KoUagen-Aininosfturesequenz). Tierhaut 
XSni, bzw. KoUagen Typ I wirdinTris-HCl-Puffer, pH 7,6, in Anwcsenheit von CaCb 90 Mmntcn 
bei \ lrC n* tollagenase behandelt, und die Ldsung anschlieBend 24 Stunden bei +4"C dialysiert, konser- 

^^ru^hydroh^t von Hautkeratin mit Pepsin. Tierepidermis wird im Citrat-Ha-Puffer, pH 1 A 24 Stun- 
den bei Zirnmertemperatur mit Pepsin behandelt (Verhaltnis PepsmSubstrat 1 : 10), dialysiert, 24 Stunden 
bei pH 10,5 bei Zirnmertemperatur gelagert, 1 Stunde mit 1 n-NaOH bet 25mmertemperatur behandelt. 
neutralisiert,entsalztundsterilnltriert „t^% 

6. Gentechnisch gewonnene Proteinsequenzen. Geeignete Mikroorganismen werden nach bekannten Tecn- 
niken so behandelt, daB sie verftnderte KoUagen-, Elastin- und Hautkeratinmolekule synthetisieren, die erne 
groBere Anzahl wirksamer Peptidsequenzen enthalten. Diese veranderten Proteme erhdhen die Ausbeute 
bei der Gewinnung wirksamer Peptidsequenzen durch partielle Hydrolyse. 

7. Naturliches Praparat Das naturliche Praparat entspricht den Beschreibungen gemaB Anspruch 2 und den 
Grundsatzliche Methoden der Herstellung Nr. 3—5. 

TabeUe2 
Beispiele 1 - 6 fleweils g/L Praparat) 
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ArainosSuren 


Bereich 


CAS-1 CAS- 2 CAS-3 CAS-4 CAS -5 CAS-6 


L- Alan in 


0- 80 


4,1 


5,1 


7,0 


9,0 


20,0- 


L-Arginin HC1 


0- 80 


4,2 


5,2 


7,5 


10,0 




L-AsDaraainsaure 


0- 5 


2,8 


3,5 


4,0 


5,0 




u-uyste in 


u 












L-Glutaminsaure 


0- 8 


4,7 


5,9 


6,0 


8,0 




Glycin 


0-100 


10,6 


13,2 


65,0 


35,0 


50,0 80,0 


L-Histidin HC1 


0- 2 


0,8 


1,0 




1,0 




L-Hydroxyprolin 


0- 55 


6,2 


6,2 


6,0 


15,0 




L-Isoleucin 


0- 12 


0,7 


0,9 


2,0 


3,0 




L-Leucin 


0- 12 


1,5 


1,9 


2,0 


2,0 




L-Lysin HC1 


0- 24 


2,2 


2,8 


4,0 


8,0 




L-Methionin 


0- 4 


0,3 


0,4 




1,0 




L-Phenylalanin 


0- 10 


0,9 


1,1 


1,0 


2,0 




L-Prolin 


0- 70 


6,6 


8,2 




15,0 


60,0 


L-Serin 


0- 12 


1,4 


1,8 


3,0 


6,0 


10,0 


L-Threonin 


0- 10 


1,0 


1,2 


1,0 


3,0 




L-Tryptophan 


0 












L-Tyros1n 


0- 3 


0,2 


1,0 


1,0 


1,0 




L-Valin 


0- 20 


1,2 




2,0 


4,0 





60 



Die in den Tabellen 2 bis 5 genannten Aminosauren stehen vorwiegend fur Aminosauren pflanzlichen 
Ursprungs. 
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Tabelle3 

Beispiele 7—12 (jeweils in g/L Praparat) 



Annnosauren 


Bereich 


EA5-1 


CAC *i 

EA5-Z 


LA5-3 


flip M 

EAS-4 


C AC O 

EAS-5 


5 

rnr <■* 

EAS-6 


l-a lamn 


0-100 


2,5 


in cc 

10,55 


ft 

20,0 


«i ^ ft 
25,0 


50,0 


50,0 10 


t Avwv 4 M 4 M LI/* 1 

L-Argmin HCI 




n *> 

0,2 


n ce 

0,65 


1,5 


A ft 

8,0 




l - as para g i n satire 


ft c 


n i c 
0,1b 


n c 
0,5 


i n 

1,0 


5,0 






L-cystein 


A ft 1 

0- 0,1 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 




15 


f A Til ♦ — — ilnrif?ni«n 

L-ta lutannnsaure 


A 1 A 

0- 10 


0,3 


1,2 


3,0 


5,0 






Giycm 


0-100 


4,0 


12,75 


25,0 


40,0 


40,0 




L-Histidin HCI 


0- 1 


0,02 


0,06 


0,1 


0,15 




20 


L-nyaroxypro I in 


n in 
0- 10 


n 4 

0,2 


ft Tf" 

0,75 


5,0 


10,0 






I — Ten lmi/*4 ti 
u"i»u mucin 


A 1 C 
U- ID 




1 ,85 


^ n 
3,0 


C A 

5,0 






L-Leucin 


0- 12 


2,0 


4,3 


5,0 


5,0 




25 


L-Lysin HCi 


0- 30 


0,1 


0,25 


2,0 


3,0 


— 


- 


L-Methionin 


0 


- 


- 


- 


- 


- 


- 


L-Phenylalanin 


0- 10 


1,0 


2,95 


3,0 


3,0 




30 


L-Prolin 


0- 40 


2,0 


5,8 


8,0 


20,0 


20,0 


40,0 


L-Sertn 


0- 20 


0,2 


0,45 


1,0 


2,0 






L-Tryptophan 














35 


L-Tyrosin 


0- 3 


0,2 


0,65 


1,0 


1,5 






L-Valin 


0- 20 


3,0 


8,25 


10,0 


12,0 







40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle4 

Beispiele 13- 18 (jeweils g/L PrSparat) 
* AmlnosSuren Bereich KAS-1 KAS-2 KAS-3 KAS-4 KAS-5 KAS-6 





L-Alanin 


0- 


20 


0,2 


2,2 


7,0 


10,0 


10 


L-Arginln HC1 


0- 


20 


0,2 


2,15 


6,5 


8,0 




L-Asparaginsaure 


0- 


5 


0,4 


3,85 


4,0 


4,0 




L-Cyste1n 


0- 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 


15 


L-Glutamlnsaure 


0- 


8 


0,6 


6,25 


6,0 


6,0 




Glycin 


0-100 


1,0 


10,0 


30,0 


35,0 




L-Histidin HC1 


0- 


1 


0,1 


1,0 


1,0 


1,0 


20 


L-Hydro*yprolin 


* 




- 


- 


- 


- 




L-Isoleuc1n 


0- 


10 


0,2 


1,85 


5,5 


6,0 


25 


L-Leuc1n 


0- 


12 


0,4 


3,35 


6,0 


8,0 


L-Lysin HC1 


0- 


25 


0,25 


2,3 


12,0 


15,0 




L-Methionin 


0- 


4 


0,1 


0,5 


1,5 


2,0 


30 


L-Phenylalanin 


0- 


8 


0,2 


1,5 


4,0 


5,0 


L-Prolin 


0- 


22 


0,25 


2,2 


8,0 


10,0 




L-Ser1n 


0- 


15 


0,7 


6,7 


10,0 


12,0 


35 


L-Threonin 


0- 


10 


0,2 


1,85 


5,0 


6,0 


L -Tryptophan 


0- 


0,5 


0,05 


0,2 


0,2 


0,2 




L -Tyros in 


0- 


3 


0,2 


1,5 


1,5 


1,5 


40 


L-Val1n 


0- 


15 


0,2 


1,8 


3,0 


4,( 



15,0 

10,0 10,0 
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Tabelle5 

Beispiele 19—24 (jeweils g/L Praparat) 



Mini nosduren 


Berelch 


R1K-1 
D/w X 


DnJ fc 


DrtJ J 






RAS-i 


l-a lanin 


0- 


50 


A 1 


D , O 


/,u 


XX ,u 






L-«rginin hci 


0- 


50 


A 9 


5,2 


7,0 


1 A A 


9A A 




L-nsparag insaure 


0- 


5 


A «» 
U,J 












L-tystein 


0- 


0,1 


A At 

0,01 


A Al 
0,01 


A At 
0,01 


A AT 
0,01 






L-Glutaminsaure 


0- 


6 




5,0 


C A 

5,0 


5,0 






Glycm 


0- 


80 


10,6 


13,5 


MA g\ 

20,0 


25,0 


M A /\ 

.40,0 


20,0 


L-Histidin HCI 


0- 


1 


0,8 


1,0 


1,0 


* a 
1,0 


• 




L-Hydroxyprolln 




50 


6,2 


6,2 


10,0 


12,0 


10,0 




L-Isoleucm 


0- 


9 


0,7 


0,9 


2,0 


3,0 






L-Leucin 


0- 


10 


1,5 


2,0 


3,0 


4,0 




- 


L-Lys1n HCI 


0- 


25 


2,2 


2,8 


5,0 


10,0 


20,0 


- 


L-Methlonin 


0- 


4 


0,3 


0,4 


0,6 


0,8 


- 


- 


L-Phenylalanln 


0- 


10 


0,9 


1,2 


1,5 


2,0 


- 


- 


L-Prolin 


0- 


70 


6,6 


8,3 


12,0 


16,0 


30,0 


60,0 


L-Serin 


0- 


12 


1,4 


1,8 


3,0 


5,0 






L-Threon1n 


0- 


10 


1,0 


1,2 


2,0 


3,0 


10,0 


10,0 


L-Tryptophan 


0- 


0,1 


0,001 


0,001 


0,001 


0,01 






L-Tyrosin 


0- 


2 


0,2 


0,2 


0,3 


0,4 






L-Valin 


0- 


15 


1,2 


1,7 
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TabeUe6 

Beispiele 25-30 (jeweils mg/L PrSparat) 



5 


Peptide" Bereich 


CP-1 CP-2 


CP-3 






TP-6 




A" ■ M la M la-A- I 


0 2- 20 


1 


3 


5 


20 






to 


A I M Id Q Ijr A i 


0,2- 30 


2 


12 


20 










A I M1<X rlV /V ■ 


















Y-Y- flra-fi 1 v-X-Y 
A i mi y « i jr /» i 


0,2- 30 


0,25 


1 


2 








15 


X-Y-Glv-Ala-X-Y 


0,2- 20 


4 


7 


10 










X-Y-Glv-Glu-X-Y 


0,2- 25 


2 


4 


10 










X-Y-Gly-Gly-X-Y 


1,0-200 


75 


25 


Oft 

30 






PflO 


20 


X-y-eiy-Ser-X-Y 


1,0- 40 


1 


2 


0 










X-Y-Glv-Leu-X-Y 


1,0-100 


5 


10 


on 


DU 




911 




X-Y-Glv-Pro-X-Y 


0,2- 20 


1 


2 


b 








25 


X-Y-G "Iv-Thr-X-Y 

A I G IJf 11 If A 1 


0,2- 20 


1 


2 


5 










X-Y-G ly-va i-x-T 




o 


R 


5 








30 


X-Y-Pro-Gly-X-Y 


0,5- 30 


1,5 


3 


3 


— 








X-Y-Pro-Leu-X-Y 


0,2- 20 


1 


2 


5 


- 


- 


- 




X-Y-Val-Gly-X-Y 


- 


- 


— 


- 


- 


- 


- 


35 


X-Y-Val-Pro-X-Y 


- 


- 


- 


- 


- 


- 


- 




X-Y-G ly-Gly-G ly-X- Y 


5,0-100 


10 


15 


20 


50 


- 


- 




X-Y-Gly-Ala-Ala-X-Y 


0,1- 20 


0,2 


1 


2 


- 


- 


- 


40 


X-Y-Gly-Asp-Ser-X-Y 


0,01-400 






2 


- 


- 


- 


X-Y-61y-His-Lys-X-Y 


0,001-360 




2 


5 


100 


2 


360 




X-Y-Gly-Pro-Ala-X-Y 


0,1- 50 


0,2 


1 


2 








45 


X-Y-Gly-Ser-Ala-X-Y 


0,1- 50 


0,3 


1 


2 








X-Y-Gly-Gly-Ala-X-Y 


0,1- 50 




1 


2 










X-Y-Ala-Ala-ejy-X-Y 


0,1- 50 














50 


Tripeptldfraktion 




2 













Die Buchstaben X, Y stehen f Or Aminosaiiren beliebiger Art und Menge, von jeweils 0 bis maximal 50. 
Die Peptide in den Tabellen 6-8 konnen als natQrliche, isolierte Peptide oder/und als synthetisch hergestellte 
55 Peptide eingesetzt werdea 



60 



65 
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Tabelle 7 

Beispiele 31—36 (jeweils mg/L Praparat) 



rep L lUc 


oere icn 


RD-1 
Or — I 


Dr-t 


no i 
Dr-o 


RD-A 


Dr-D Br-O 


5 


V V Alt Al. V V 

A-Y-A ia-A la-X-Y 


0,1- 20 


1 


3 


3 


10 




10 


X-Y-Aia-Giy-X-Y 


0,1- 30 


2 


12 


20 




— — 




X-Y-Ala-Pro-X-Y 


0,1- 20 




0,1 


— 


— 


— — 




X-Y-Arg-Gly-X-Y 


0,1- 30 


0,25 


1 


2 




— — 


15 


X-Y-Gly-Ala-X-Y 


0,1- 20 


4 


7 


10 




— 


X-Y-Gly-Glu-X-Y 


0,1- 25 


2 


4 


10 


m 


* — -* 




x-y-g ly-s ly-x-Y 


1,0-200 


75 


26 


30 


100 


- . r 200 


20 


A-Y-ti ly-oer-x-Y 


1,0- 50 


1 


2 


5 








A-y-fa iy-Leu-x-Y 


1,0-100 


5 


10 


20 


75 


75 




Y-V Clw Dv«a Y V 

A-y-u iy~rro-A-Y 


0,1- zo 


1 


2 


5 






25 


a* i -a ly- i nr-A- t 


0,1- ZO 


1 


z 


5 








X-Y-Giy-Vai-X-Y 


0,2- 50 


2 


5 


5 


- 


— - 




X-Y-Pro-Gly-X-Y 


0,2- 30 


1,5 


3 


3 


- 


- 


30 


X-Y-Pro-Leu-X-Y 


0,1- 20 


1 


2 


5 


- 


- 




X-Y-Val-Gly-X-Y 


0,1- 2 


- 


0,2 


- 


- 






X-Y-Val-Pro-X-Y 


0,1- 2 




0,3 


- 


- 


- 


35 


X-Y-Gly-Gly-Gly-X-Y 


2,0-100 


10 


15 


20 


50 


- 




X-Y-61y-Ala-AU-X-Y 


0,1- 20 


P,2 


1 


2 


- 


- 




X-Y-Gly-Asp-Ser-X-Y 


0,01-400 


- 


- 


2 


- 


- 


40 


X-Y-Gly-Hls-Lys-X-Y 


0,001-360 




2 


5 


100 


2 360 




X-Y-61y-Pro-Ala-X-Y 


0,1- 50 


0,2 


1 


2 








X-Y-Gly-Ser-Ala-X-Y 


0,1- 50 


0,3 


1 


2 






45 


X-Y-Gly-Gly-Ala-X-Y 


0,1- 50 




1 


2 








X-Y-Ala-Ala-61y-X-Y 


0,1- 50 




1 


2 








Tripeptidfraktion 






2 








50 



Hautpartialhydrolysat 1,0-500 - 500 



55 



60 



65 
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Tabelle8 

Beispiele 37—42 Geweils mg/L Praparat) 



Peptide' 


Berelch 




FP-2 


EP-3 


EP-4 


EP-5 


-EP-6 


X-Y-Ala-Pro-X-Y 


1- 40 


3 


10 


15 


40 






X-Y-Gly-Gly-X-Y 


10-300 


5 


40 


200 


200 


200 


400 


X-Y-Gly-Val-X-Y 


5- 30 


4 


25 


25 




25 




X-Y-Val-Gly-X-Y 


2- 20 


2 


10 


10 




10 




X-Y-Val-Pro-X-Y 


1- 30 


3 


3 


3 









Spurenelemente 

Eisen-(II)-lactat 

Magnesiumsulfat 

Natriummolybdat 

Hangansulfat 

Zinksulfat 

Cobaltsulfat 



TabeUe9 

Beispiele 43-48 (jeweils mg/L Praparat) 

Berelch CTS-1 CTS-2 CTS-3 CTS-4 CTS-5 CTS-6 



0,1- 50 rag 
1,0-2000 rog 
0,1- 1 mg 
1,0- 10 mg 
0,1- 10 rog 
0,01-0,5 mg 



50,0 1600 
0,5 0,8 
0,5 0,8 



1600 1600 1600 
0,8 0,8 1,0 
0,8 0,8 1,0 



0,05 0,08 0,08 0,08 0,1 



Spurenel entente 



Tabelle 10 

Beispiele 49—54 (jeweils in mg/L Praparat) 

Berelch BTS-1 BTS-2 BTS-3 BTS-4 BTS-5 BTS-6 



0,5 
1,0 
1,0 
0,1 



Eisen-(II)-lactat 


0,1- 50 


mg 


10,0 


20,0 


50,0 


20,0 


20,0 


Magnesiumsulfat 


1,0-2000 


mg 


50,0 


50,0 


2000 


2000 


2000 


Natriummolybdat 


0,1- 1 


mg 


0,5 


0,5 


0,5 


0,5 


0,5 


Hangansulfat 


1,0- 10 


mg 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


Zinksulfat 


0,1- 10 


mg 


0,2 


0,2 




1,0 


1,0 


Cobaltsulfat 


0,01-0,5 


mg 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 


0,1 



10 
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TabeUell 
Beispiele 55— 60(jeweils g/L Prfiparat) 



Antioxidant en', 


Berelch 




CAH-1 CAH-2 


CAH-3 


CAH-4 CAH-5 CAH-6 


5 


Radikalf anger und Hilfsstoffe 


: 








- 








Natr i uma s corbat 


0,5- 


30 


9 


1,0 


1,0 


0,8 


- 


- 


10 


Mann it 


10,0- 


30 


9 


20,0 


20,0 


15,0 


- 


- 




Sorbit 


10,0- 


500 


9 


- 


- 


15,0 


100,0 50,0 


- 




Glycerin 


10,0- 


900 


9 


50,0 


50,0 


80,0 


100,0 100,0 


900,0 


15 


Natriumlactatlosung 


10,0- 


500 


9 


20,0 


20,0 


15,0 


- 


- 




Citronensaure 


1,0- 


100 


9 




20,0 


15,0 


l t 0 1,0 






Ethanol 


1,0- 


300 


9 




16,0 


12,0 


1 




20 


Panthenol 


10,0- 


500 


9 






105,0 


110,0 200,0 






Sojapeptide 


0;1- 


300 


9 


1,0 


1,0 


1,5 


1,4 1,4 


1,4 




Hydroxybenzoesaure- 


















25 


methylester-Natriumsalz 1 , 0- 


2 


9 


1,0 


2,0 


1,0 


1,0 1,0 


1,0 




Phenonip 


2,0- 


4 


9 


2,0 




2,0 


2,0 2,0 


2,0 





30 



Tabelle 12 

Beispiele 61—66 (jeweils in g/L PrSparat) 

35 



Ant1ox1dantten 


Bereich 


BAH-1 


BAH-2 BAH -3 


BAH-4 BAH-5 


BAH-6 




Radikalfanger und HI 


lfsstoffe 
















Natriumascorbat 


0,5- 


30 g 


1,0 


3,0 




2,0 - 




40 


Mann it 


10,0- 


30 g 


20,0 


25,0 










Sorbit 


10,0- 


500 g 


10,0 100,0 


50,0 


50,0 50,0 






Glycerin 


10,0- 


900 g 


50,0 


50,0 


50,0 


50,0 100,0 


200,0 


45 


Natr i uml actat 1 osung 


10,0- 


500 g 


15,0 


20,0 


20,0 


20,0 20,0 




Citronensaure 


1,0- 


100 g 


10,0 


10,0 


10,0 


2,0 2,0 


2,0 




Ethanol 


1,0- 


300 g 


12,0 


10,0 


10,0 






50 


Panthenol 


10,0- 


500 g 




100,0 


200,0 300,0 200,0 500,0 




Sojapeptide 


0,1- 


50 g 


1,0 


1,0 


1,5 


1,4 1,4 


1,4 




Hydroxybenzoesaure- 
















55 


methylester-Natriutnsalz 1,0- 


2 9 


2,0 


1,0 


1,0 


1,0 1,0 


1,0 




Phenonip 


2,0- 


4 g 






2,0 


2,0 2,0 


2,0 





60 



65 
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Tabelle 13 
Beispiele 66—72 (jeweils g/L Praparat) 

5 Weitere'Inhalt'sstoffe Bereich CMS-1 CMS-2 CMS-3 CMS-4 CMS-5 CMS-6 
Saccharide: 

Glucose 1,0- 200 g - 20,0 15,0 50,0 100,0 150,0 

Galaktose 1,0- 30 g 5,0 - 20,0 

Hannose - - 

15 Tabelle 14 

Beispiele 73—78 (jeweils pg mg oder g/L Praparat) 

20 Weitere Inhaltsstoffe Bereich BMS-1 BMS-2 BMS-3 BMS-4 BMS-5 BMS-6 
Saccharide: 





Glucose 


1,0- 200 g 


5,0 


50,0 


- 100,0 


50,0 




25 


Galaktose 


0,5- 50 g 


0,5 


2,0 




10,0 




20,0 




Mannose 


0,5- 50 g 


0.5 


2,0 


20,0 


20,0 






30 


Nukleotide/Nukleoside: 
















Adenin 


5,0- 50 mg 


m o 




30 0 


25.0 


20,0 






Adenosin 


5,0- 40 mg 


xo,u 


9n n 


30,0 




20,0 


40,0 




Cytidin 


5,0- 30 mg 


20,0 




25,0 


30,0 


25,0 




35 


Cytosin 


5,0- 30 mg 


20,0 




25,0 




25,0 


- 




Guanin 


3,0- 25 mg 


15,0 




25,0 


20,0 






40 


Guanos In 


3,0- 25 mg 


18,0 




25,0 




25,0 




Thymin 


5,0- 50 mg 


20,0 




40,0 


40,0 


35,0 


50,0 




Thymidin 


5,0- 50 mg 


20,0 




50,0 




30,0 






Inosin 


10,0-100 mg 


50,0 


100,0 


60,0 


70,0 


50,0 


100,0 


45 


Proteine/Mucopolysaccharide: 
















Hyaluronsaure 


1,0- 50 g 




1,0 


3,0 








50 


Chondro i t i nsulf at 


. 1,0- 50 g 




1,0 


10,0 


10,0 


5,0 




i 

Laminin 


1,0- 50 fig 




1,0 


3,0 


3,0 


3,0 


5,0 




Entactin 


1,0- 50 fig 




1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


1,0 


55 


Fibrillin 


1,0- 50 ftg 




1,0 


1,0 


1,0 


5,0 


5,0 


Vitronectin 


1,0- 50 fiq 




1,0 


10,0 


10,0 


20,0 


25,0 




Fibronectin 


1,0-1000 fig 




1,0 


100,0 


100,0 


300,0 


300,0 


60 


Nidogen 


1,0- 50 fig 




1,0 


2,0 


2,0 


5,0 


5,0 


Tanescin 


1,0- 50 fig 




1,0 


2,0 


2,0 


3,0 


3,0 




Filagrin 


1,0- 50 pq 




1,0 


2,0 


2,0 


2,0 


2,0 


65 




Herstellung von Praparat A 











1 kg denaturiertes Kollagen (Gelatine) wird in 9 kg 1 n-HCl-L5sung suspendiert und ange!6st. Die LSsung 
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wird in einem dicht verschlossenen GefaM3 unter ROhren schnell auf 100°C erwarmt, die Temperatur 3 Stunden . 
konstant gehalten, anschlieBend schnell wieder auf Raumtemperatur abgekOhlt und rnit 6 n-NaOH-L6sung 
neutralisiert Das Praparat wird mh Hilfe der Gelchromatographie bzw. anderer geeigneter Methoden entsalzt 
und/oder mit dest Wasser auf ein Volumen von 20 1 auf gefttllt, mit 0,2% Konservierungsmittel (z. B. Phenonip 
oder Hydroxybenzoesaureester) konserviert und sterilfiltriert Fig. 1 gibt eine Obersicht ttber die Aminosauren 5 
und Peptide im Praparat A. Fig. 1 ist das Ergebnis einer zweidimensionalen DQnnschichtchromatographie. Ais 
Vergleich dient Fig, 2, mit einem Standard- Aminosaurengemisch, das unter den gleichen Bedingungen chroma- 
tographisch getrennt wurda Fig. 1 A dagegen zeigt die Aminosauren und Peptide nach unzureichender partieller 
Hydrolyse. 

Die biologische Wirksamkeit des Praparats A wurde durch Bestimmung der Stoffwechselaktivierung an 10 
Rattenleber-Mitochondrien gepriift Das Praparat A verursachte eine 60%ige Stoffwechselsteigerung im Ver- 
gleich zur Kontrolle, 

Zur Stabilisierung der Peptide enthielt das Praparates A die Rezepturfraktion CAH-1 (Tabelle ! 1, Beispiel 55). 

HersteQung von Praparat B is 

Das Praparat 8 enthait die Rezepturfraktionen CAS-1, CTS-2, CAH-2, CMS-2 und CP-1. 

0,6 kg destilliertes Wasser vorlegen und die leichtldslichen Aminosauren zuerst losen. Die schwerldslichen 
Aminosauren (Asparaginsaure, Glutaminsaure, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin, Valin) werden in 2 n-NaOH-Ld- 
sung vorgeldst Nach Zugabe von Citronensaure wird der pH-Wert der Losung mit 10 n-NaOH im Bereich von 20 
5—9 gehalten und wird nach vollstandigem Losen der Citronensaure, auf 6,5 eingestellt Danach erfolgt Zugabe 
von Mannit, Glucose, Ascorbat, Natriumlactat, Ethanol, Glycerin, Sojapeptiden, Dipeptiden, Tripeptiden, Tri- 
peptidfraktion, Spurenelementen und Hydroxybenzoesauremethyl ester-Natriums alz. Der pH-Wert wird mit 6 
n-HQ auf 6fi eingestellt Der Ansatz wird mit dest Wasser auf 1 1 Gesamtansatzmenge aufgefallt und unter 
sterilen Bedingungen sterilfiltriert 25 

Isolierung der Tripeptidfraktion A und der Tripeptidfraktion B 

Das oben beschriebene Praparat A wird vorzugsweise mit hochauflSsender Saulenchromatographie, zum 
Beispiel mit Kieselgei 60. ais Sorptionsmittel und mit Eluationsldsungen, vorzugsweise Butanol/Essigsaure/W as- 30 
ser, 4 : 1:1, und Propanol/Ammoniak (25%), 7 : 3, in mindestens zwei Eluationsstufen aufgetrennt, urn ein Tripep- 
tid zu isolieren, das sich wie folgt analytisch analytisch charakterisieren l&Bt: 

Nach saurer Hydrolyse, 24 Stunden in 6 n-HCl bei 105°C, werden drei Aminosauren freigesetzt, die nach 
eindimensionaier DQnnschichtchromatographie folgende hRf-Werte haben: hRf-Werte 34, 42, 1 1. Par die Ami- 
nosauren 1 —3 im FlieBmittei 96% Ethanol/34% Ammoniak im VerhaMtnis 7 : 3, und die hRf-Werte 32, 20 und 2 35 
fur die Aminosauren 1 —3 im FlieBmittei 1-Propanol/Wasser im VerhaMtnis 7 : 3. Nach der Sequenzanalyse 
entspricht die Nummerierung der Aminosauren 1 —3 ihren Posidonen im Tripeptid beginnend mit der aminoter- 
minalen Aminosaure. Damit ist die Tripeptidfraktion A ais das Tripeptid Gly-His-Lys identifiziert 

Die entsprechenden Schritte werden eingehalten, urn die Peptidf raktion B mit dem Tripeptid Gly-Asp-Ser zu 
identifizieren. Anstelle der isolierten Tripeptide konnen auch die entsprechenden, nach gangigen Verfahren 40 
synthetisierten und gereinigten Tripepdde verwendet werden. 

Herstellung von Peptid-Spurenelement-Komplexen 

Ein weiterer Verfahrensschritt bei der Herstellung der Peptidfraktion besteht in der Komplexierung entweder 45 
des isolierten oder des synthetisierten Tripeptids mit Kupfer. 0,01 mol/L Tripeptid mit 0,01 moI/L Kupf er(II)-ace- 
tat Monohydrat gemischt und mit 0,1 n-NaOH-L5sung neutralisiert Die Tripeptidfraktion wird in kleinen 
Portionen kOhl gelagert 

Wirkungsnachweise fur das Praparat A Praparat B und die Tripeptide so 

Die biologische Wirksamkeit des Tripeptids wurde u. a. an menschlichen Hautflbroblasten im Zellkulturver- 
such bestimmt (Fig. 3). Nach Zugabe von 10-8 bis 10-1 1 mol/l Tripeptid zum Zellkultur-Nahrmedium wurde die 
Kollagenproduktion der menschlichen Hautflbroblasten urn 50 — 250% im Vergleich zur Kontrolle gesteigert 

Das Praparat B zeigte in einer anderen biochemischen Untersuchung eine Stoffwechselsteigerung bei Leber- 55 
Mitochondrien urn 80% im Vergleich zur Kontrolle. 

Ein leicht variiertes Praparat B, das die Rezepturfraktionen CAS-3, CP-5, CTS-3, CAH-3 und CMS-2 enthait, 
verursacht eine Stoffwechselsteigerung von 80% bei Leber-Mitochondrien und besitzt auBerdem die Fahigkeit, 
Hydroxylradikale bis zu 40% zu inaktivieren (Fig. 6). 

In diesem speziflschen quantitativen Radikalfangertest werden durch Einwirkung des Enzyms Xanthinoxidase 60 
auf das Substrat Xanthin in einer Kettenreaktion hochreaktive Hydroxylradikale freigesetzt Die viskose Hyalu- 
ronsaure in der waBrigen Untersuchungsldsung wird durch die Hydroxylradikale innerhalb von 40 Minuten 
zersetzt meBbar durch den schnellen- starken ViskositatsabfalL Der gemessene Wert der Viskositatsabnahme 
hangt ab von der Gesamtmenge der Hydroxylradikale und der Quantitat und Qualitat eventueli anwesender 
Hydroxyl-Radikalfanger, die den Viskositatsabfall deutlich hemmen. 65 
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Herstellung von PrSparat C 

flSSrittcn wffifaS voUstandigem llsen der Citronensaure wird die 

w^uffiS dnsesteUt Danach erfolgt Zugabe von Mannit. Sorbit, Namwmactatfosung, Glycerin, 
M EtnanS Na^a^ Nukieotiden, Tripeptidfraktion, H^^^^nH 

1 I en aui ^ o^^kengewicha Spurenelementen und Hydroxybeiizoesauremethylester-Natnuinsalz. EtorpH- 

!Kri ^nSS^SS&MlOh. der Ansatz mit dest Wasser 15 auf 1 L Gesamtvolumen aufgefflllt und 

""Die S^ti^ Beschreibung (siehe Herstellung der Trioeptidf raktionen A und 

15 B> 

Herstellung des Hauptpartialhydroiysates 

Gewaschene und von Unterhautfettgewebe befreite Kalbshaut ^ 
fFeuchteewicht) wird in 7 kg 1,5 n-HCl suspendiert, angel6st und in einem dicht verschlossenen GefaB unter 
RuS sXeU aTlO^C erwarmt Nach 3Stunden bei 100"C wird schnell wieder auf ^umtemperatur 
^e^fS^XoZ^U^sunu neutralisiert Nach mehrstufiger Filtration fib ^™ e ^ 
wird der geklarteExtrakt™^^ 

Losung auf 6J5 eingestellt und die Losung unter sterilen Bedingungen stenlfiltnert Nach Bestimrnung des 
Sfngew^ts wfrd ein entsprechendesVolumen des Hautpartialhydrolysats - bezogen auf das Trockenge- 

^Die biotojfe £wC£SlS^ Bindegewebsextraktes wurde an Rattenleber-Mitochon- 

drien geprflft Es wurde eine Steigerung der Stoffwechselaktivitfit urn 80% gemessen. 

30 Applikationsbeispiele 1 —2: Biotecbnologie und Median 

Applikationsbeispiel 1: Biotechnologie 

Zur Stimulierung des ZeUwachstums Oder der Synthese vom Stoffwechselprodukten wird serumarmen oder 
35 -freien Zellkulturmedien ca. 1 -5% der in dieser Erfindung beschriebenen Praparate zugesetzt Die Zellkultur- 
nfthridsung fur Hautfibroblasten hat folgende Zusammensetzung: 
94% Dulbecco's Minimal Essential Medium, incL 2 mmol/1 Glutamin 
5% Fdtales K&iberserum. 

40 Applikationsbeispiel 2: Medizra 

Zur Forderung der WundheUung werden ca. 2-5% der beschriebenen Praparate oder mindestens 
50- 200 mg Gly-His-Lys/kg in medizinische Salben, Cremes, Lotionen, Tinkturen, Wundheilungssprays eingear- 
beitet oder Wundabdeckungen damit impragniert 

Applikationsbeispiele 3—5: Kosmetik 

Mindestens drei Wirkeigenschaften der in dieser Erfindung beschriebenen Praparate weisen auf eine erfolg- 
reiche Anwendung bei der Pflege der Haut: Die Steigerung der Stoffwechselaktivitat, die Radikalf angerwirkung 
und die Stimulierung der Kollagensynthese von Fibroblasten. 

Die kosmetischen Praparate zur Pflege der Haut: Feuchtigkeits- und Tagescremes fur trockene Haut, Nacnt- 
cremes, Sonnenschutzpraparate, After-Sun-Lotionen, Anti-Fahen-Cremes, Hautschutzcremes und After-Shave- 
Lotionen sollten eine Mindestkonzentration von 2-5% der in dieser Erfindung beschriebenen Praparate 
enthalten. 
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Appiikationsbeispiel 3: Feuchtigkeitscreme 


A* Paraffin FIfissig 


1,5% 


1 «n 1 ICUC \r 


3,0% 


TcftniYint/l m vricta ♦ 
laopropyiiLiyriauii 


4,0% 


Ahil AVMfl 


1,0% 




63% 


Prm iIctq fr\T* 1 7Q0 
EJllUigaXUr vJ I / 3 V 


33% 


Pronvi-4-hvdroxvbenzoat 


0,05% 


Oxvnex 2004 


0,02% 


R A Ilnntoin 
V" fiimiiwiu 


0,3% 


Karion F flttssig 


6,0% 


MethyI-4-hydroxybenzoat 


0,2% 


Wasser dem. 


65,43% 


CKollagen 


5,0% 


PraparatB 


3,0% 


D.ParfOmOl 


03% 



20 

Hersteliung: Phase A bei 80° C schmelzen und Phase B auf 80°C erwarmen. B unter RQhren A zusetzen. Bei 30°C 
die Phasen C und D einruhren. 

Appiikationsbeispiel 4: Tagescreme fGr trockene Haut 

25 



A.Teg6muls90S 


6,25% 


SonnenblumenOl 


5,0% 


ErdnuBdl 


5,0% 


Weizenkeimd! 


5,0% 


Sheabutter 


5,0% 


Phenonip 


03% 


B, Wasser, dem. 


66^5% 


D-PanthenoI50%ig 


1,0% 


Aloe vera 


2,0% 


Phenonip 


03% 


CPraparatC 


3,0% 


D.ParfQmdl 


03% 



40 

Hersteliung: Phase A bei 75° C schmelzen und Phase B auf 75° C erwarmen. B in A einruhren. C bei 45° C und D 
bei 35°C einruhren. 



Appiikationsbeispiel 5: Sonnenschutzcreme 


A.Arlacel481 


8,0% 


Cremophor WO 7 


2,0% 


ElfacosST9 


2,0% 


Iso-Adipat 


12,0% 


Permulgin 3220 


2,0% 


Vaseline weiB 


5,0% 


Magnesiumstearat 


03% 


AJuminiumstearat 


03% 


Isopropylmyristat 


10,0% 


Uvinult 150 


3,0% 


B. 1,2 Propylenglykol 


5,0% 


Magnesiumsulfat-7-Hydrat 


0,7% 


Phenonip 


0,25<>/o 


Wasser 


45,75% 


PraparatB 


3,0% 


D.ParfQmdl 


03% 



Hersteliung: Phase A und Phase B getrennt auf 75° C erwarmen und B in Phase A langsam einruhren, homogeni- 55 
sieren und kaltruhren. C bei 45° C und D bei 35° C einruhren. 
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Patentansprilche 



i Prttnarat fQr kosmetische, ohannazeutische und biotechnologische Anwendungen, dadurch ^ennzeichr 

vonPeptidenineinerKonzentrationvonlO-12bislO-2mol/Lenthait. v^n.«*« ruiati 

I PrapLat nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB esnach rrrilder 

ne, hydrolysierter Gelatine, Elastin, Keratin und Bindegewebe in 0,5-6,0 n-HO. 0,1 Stunden bis 7 Tage, Dei 
?5£p^ 10 " bis 1 



^Mp^nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB es Peptide to einer 
KonzeSon von 10"« bis 10~* moI/L enthalt, die als Partialhydrolysat durch enzymatische Behandlung 

raistXund Spurenelemente in eiier Konzentration von jeweils 10"' bis 10-* mol/Lenthal^vorzugswei- 
se Mg, Mn, Cu, Co, Fe, Se, Mo, und/oder Zn, und/oder vorzugsweise in Form von Komplexen mit den 



5. Praparat nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB es zur Wirkungsstei- 
gerung vorzugsweise folgende Inhaltsstoffe der Haut und der Bindegewebe in lhrer natOrlichen oder 
hydrolysierten Form in einer Konzentration von l<r" bis 2 mol/L enthalt: Saccharide, Polysaccharide, 
Mucopolysaccharide, Laminin, Entactin, Fibrillin, Vitronectin, Fibronectin, Nidogen, Tanescin, FUagrin, 
Cytokine, Chalone, zellwachstumsstimulierende, zeUwachstumshemmende Substanzen, Immunmodulato- 
ren der Haut, Lipide, Phospholipide, Cfcramide, Grycosphingolipide, DNA, RNA, Nukleotide, Nukleoside, 
Aminosauren und/oder Enzyme der Haut _ , . 

6. Praparat nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB es zur Reduzienrng 
der Adsorption wirksamer Peptide an den Innenflftchen der GlasgefaBe oder KunststoffgefaBe 0,01% bis 
30% einer Peptidmischung enthalt, vorzugsweise 0,5% Sojapeptide. 

7. Praparat nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB es zur Reduzierung 
der Hydrolyse und der Inakthderung der Peptide jeweils 1% bis 90% wasserldshche Antioxidantien, 
Radikalfanger und/oder Radikalquencher enthalt, vorzugsweise Ascorbinsaure, Glycerin, Manmt und/oder 



8. Praparat nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB fflr die Anwendung 
die Konzentration der isolierten Peptide oder der Peptide in den Partialhydrolysaten 10" 1Z bis 10 mol/L 
betrttgt vorzugsweise 10~ 7 mol/L fOr die kosmetische Anwendung und 10" 3 moI/L fur die pharmazeuti- 
sche Anwendung, bezogen auf die Konzentration der Peptide in den kosmetischen, pharmazeutischen und 
biotechnologischenEndprodukten. 

9. Praparat nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB das Wirkungsspek- 
trum des Praparats im Vergleich zu den nicht hydrolysierten Ausgangsmaterialien erweitert ist, vorzugswei- 
se in bezug auf Zellatmungssteigerung, Stimulierung der Kollagensynthese, und/oder Radikalfanger-Wir- 



kung. 



Hierzu 7 Seite(n) Zeichnungen 
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Fiaur 1: 2-dimensionole Dunnschichtchromotographie 
von partialhydrolvsierter Gelatine 



1. Dimens 

I 

r 

V 

/ 
I 

f 

4 

\ 

J 

i 
1 

i 

1 

\ 


on: 1-Propanol/Ammoniaklsg. (25 %ig) 7:3 

¥ 




2. Dimension: 1-Butanol/Essigsaure/Wasser 4:1:1 
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FJOURJAl 2~ DIMENSION A L E DUNNSCHK HTCHRQMAT0GRAPH1E 
VON PARTIALHYDROIYSIERTER GELATINE 



t DIMEN SION : 1-PROPAN0L/AMM0NIAKLSG. (25%IG) 7 3 



A 



G>rT 



0 



2 DIMENSION- 1-BUTANOUESSJOS'AURE 
WASSER 4-- 7 - 7 
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Figur 2: Standord-AminosQurengemisch noch 2-dim. Dunnschichtchromatographie, 

ahnlich wie ein Kollagen-TotQlhydrolysat 
* ■ — _ 



1. Dimenst 

A 

» 


on: 1-Propanol/Ammoniaklsg. (25 %ig) 7:3 

Eichlosung Aminosauren: 

1. L-Alanin : 
X\ 2 - L-Lysin 
Q | 3. L-Arginin 
/^W 4. L-Serin 
(^Y^ / ^ 5. L-Prolin 

a vJ © 6 - Gl y cin 

<g) V ^ 7. L-Methionm 
7 8. L-Histidin 
(s)\) 9- L-Threonin 
Y\ 10- L-lsoleucin 
^■t 5 \ 11. L-Asparaginsaure 
Pt A 12. L-Leucin 

<n 1 -Phenvlolanin 

>v 14. L-Tryptophan 
fj") I/5J 15. L-Glutaminsaure 

i 17. L-Tyrosin 

18. L-Hydroxyprolin 

19. L-Asparagin 




2. Dimension: 1-Butanol/Essigsaure/Wasser 4:1:1 
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Figur 3: 



Wirkung des isolierten Tripeptids auf die Kollagensynthese von Fibro- 
blasten der menschlichen Hout. 



Figur 3.1. 

Hydroxyprolin (nmol) 
3-, 




1- 



10 



T 1 1 1 1 

-12 -11 -10 -9 -8 



Tripeptid-Konzentration 
Figur 3.2. 

Hydroxyprolin (nmol) 
6-1 



i 1 1 1 r 

10 -12 -11 -10 -9 -8 

Tripeptid-Konzentration 



(mol/l) 




(mot/l) 
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Figur 4: Aminosaureteilsequenz (Position 1-360) von Kollagen Typ I, a-1 

f 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 



(extra-helical peptide, N 
leu-ser -tyr -gly-tyr - 



gly-pro -met -gly-pro 



gly-ala -hyp -gly-pro 



gly-GLU-hyp -gly-ala 



gly-pro -hyp -gly-LYS 
gly-ARG-hyp -'gly-GLU - 



gly-leu -hyp |-gly-thr 



15 

30 

45 

60 

75 

90 
105 
120 
135 
150 
165 
180 
195 
210 
225 
240 

255 _ 

270 gly-GLU-hyp -gly-pro 
285 gly-GLU -GLU -gly-LYS- 
300 gly-leu -hyp -gly-pro 
315 gly-phe -hyp -gly-ala 
330 gly-GLU -ARG-gly-ser 
345 gly-GLU -ala -gly-ARG 



gly-phe -ser -gly-leu 
gly-pro -LYS -gly-GLU 
gly-gln -met -gly-pro 
gly -ala -hyp -gly- pro 
gly ala -ala -gly-pro 
gly-pbe -hyp -gly-ala 
gly-ala -ARG-gly-ser 



-terminal): 
ASP-GLU-LYS 
ser -gly-pro • 
gin -gly-phe 
ser -gly-pro 
asn -gly- ASP 
ARG-gly-pro 
ala -gly-leu 
ASP-gly-ala 
hyp -gly-ser 
ARG-gly-leu 
ala -gly-ala 
hys -gly-pro 
■val -gly-ala 
GLU -gly-pro 



-ser-thr-gly - 



ARG gly-leu 



gly-pro -hyp -gly-pro -ala -gly-ala 



gly-ala -ASP-gly-gln 
gly-ile -ala -gly-ala 
gly-pro -GLU -gly-pro 



gly-GLU -hyp -gly-ala 



•hyp -gly-ala 
•hyp -gly-phe 
•ser -gly-ala 
•hyp -gly-asn 
•ala -gly-val 
•ARG -gly-ala 
-hyp -gly-GLU 
-ASP-gly-val 
-hyp -gly-pro 
-hyp -gly-GLU 



-gin -gly-pro 
-met-gly-pro 
-ASP-gly-GLU 
-hyp -gly-pro 
-hyp -gly-met 
-LYS-gly-ASP 
-hyp -gly-GLU 
-hyp -gly-GLU 
•ARG-gly-asn 
-thr -gly-pro 
-LYS-gly-GLU 
-gin -gly- val 
-ala -glyf pro 
-LYS-gly-ala 
-hyp -gly-ala 
-hyp -gly-pro 
-LYS-gly-ASP 
-gin -gly-pro 
-ARG -gly-GLU 
-ARGfgly-gly 



(GLU- 

ile -ser-val -pro-) 
hyp -gly-pro -hyp- 
hyp -gly-GLU -hyp- 
ARG-gly-pro -hyp- 
ala -gly-LYS -pro- 
gin -gly-ala -ARG- 
HYL -gly-HIS-ARG- 
-ala -gly-pro -ala- 
asn -gly-ala -hyp- 
ARG-gly -ARG-hyp- 
ASP-gly|-ola -ala- 



•ala -gly-pro 
-ala -gly-pro 
-ala -gly-leu 



-thr -gly-pro -hyp- 
-ala -gly-pro -GLU- 
- ARG-gly-GLU -hyp- 
-ala -gly-asn -hyp- 
-asn -gly- ala -hyp- 
-ARG-gly{ pro -ser- 
-LYS -gly-asn -ser- 
-thr -gly-ala -LYS- 
-hyp -gly-pro -ala- 
-hyp -gly-pro -ser- 
-hyp -gly-ser -ARG- 
-LYS -gly-pro -ala- 
-LYS tgly-se7| -hyp- 
-hyp -gly-ala -LYS- 
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Figur5: Aminosdureteilsequenz (Position 1-360) von Kollagen Typ I, a-2 



12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13" 14 15 



(extra-helical peptide, N-terminal): 

(GLU-phe-ASP-ala-LYS-gly -gly-gly 
gly-pro -met -gly-leu -met -gly-pro -ARG-gly-pro -hyp | -gly-ala | 
alv-ala -hvo -alv-oro -aln -alv-Dhe-qln -qlv-pro -hyp -qlv-GLU 



30 | gty-GLU f hyp -gly-gln -thr -gly- pro -ala -gly-ala |-ARG,-glyf pro 

45 gly-pro -hyp -gly-LYS PalT^ GLU-ASP-gly-HIS -hyp -gly-LYS 

60 gly-ARG-hyp -gly-GLU -ARG-gly-val -pro -gly-pro -gin -gly-ala - 

75 gly-phe -hyp -gly-thr -hyp -gly-leu -hyp -gly-phe -HYL -gly-ile - 

90 gly-HIS -asn -gly-leu -ASP-gly-leu -thr -gly-gln -hyp -gly-ala 

105 gly-val -HYL -gly-GLU -hyp -gly-ala -hyp -gly-GLU -asn -gly-thr 

120 gly-gln -HYL -gly-ala -ARG-gly-leu -hyp -gly-GLU -ARG-gly-ARG 

135 gly-ala -hyp -gly-pro -ala -gly-ala -AR G-gly-ser -ASP-gly-ser 

150 gly-pro -val -gly-pro -ala -gly-pro -ile | -gly-ser| -ala -gly-pro 

165 gly-phe -hyp -gly-ala -hyp -gly-pro -HYL-gly-GLU-leu -gly-pro 

180 gly-asn -hyp -gly-pro -ala -gly-pro -ala -gly-pro -ARG-gly-GLU 

195 gly-leu -hyp -gly-leu -ser -gly-pro -val -gly -pro -hyp -gly-asn 

210 gly-pro -asn -gly-leu -hyp -gly-ala -HYL-gly Fata" -ala j -gly-leu 

225 | gly-val] -ala -gly-ala -hyp -gly-leu -hyp -gly-pro -ARG-gly-ile 

240 gly-pro -val |-gly-ala -ala| -gly-ala -thr -gly-ala -ARG-gly-leu 

255 gly-GLU -hyp -gly-pro -ala -gly-ser -HYL -gly-GLU -ser -gly-asn- 



270 gly-GLU-hyp -gly-ala -val -gly-gln -hyp |-gly-pro | -hyp -gly-pro 

285 gly-GLU -GLU -gly-LYS -AR G-gly-ser -thr -gly-GLU-ile -gly-pro 

300 gly-pro -hyp -gly-pro -hyp |-gly-leu1 -ARG-gly-asn -hyp -gly-ser 

'315 gly-leu -hyp -gly-ala -ASP-gly-ARG-ala -gly-val -met -gly-pro 

330 gly-ser -ARGl-gly-thr l-ser -gly-pro -ala -gly-val -ARG-gly-pro 



345 gly-ASP-ser -gly-ARG-hyp -gly-GLU -hyp -gly-leu -met -gly-pro 



-pro-) 
-ser- 
-hyp- 
-hyp- 
-pro- 
ARG- 
ARG- 
-hyp- 
-hyp- 
-val- 
-val- 
-hyp- 
-val- 
-val- 
-ala- 
-hyp- 
-hyp- 
-val- 
-LYS- 
-ser- 
-ala- 
ARG- 
-ala- 
-asn- 
•ARG- 
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